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disorders of the synthesis of prostanoids, and/or to problems of 
platelet aggregation, in the treatment of central or peripheral 
ischaemic disorders, inflammatory diseases, pain, metabolic diseases, 
atheroma, arteriosclerosis, respiratory diseases, asthma, emphysema, 
disorders of immunological origin, lupus erythematosus, allergic 
reactions, certain cancers, cerebral or peripheral ageing and in the 
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and inflammatory diseases. 
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medicaments. 

^7) Utilisation des composes de formule (I): 



1 



dans laquelle R, represente un atome d'hydrogene ou un 
radical methyte, et de leurs sels d'addition, lorsque R t re- 
presente un atome d'hydrogene, avec une base phanria- 
ceutiquement acceptable, pour I'obtention de medica- 
ments. 
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L 1 invention concerne I 1 utilisation des d€riv£s de la 3-(3 f 5-ditert- 
butyl-4-hydroxyben!zylid6nyl)indoline-2-one et de leurs sels d 1 addition 
avec une base pharmaceutiquement acceptable, pour l'obtention de 
medicaments. 

Plus particuli6rement, la presente invention concerne V utilisation 
des composes de formule (I) : 




I 



I 

R1 



dans laquelle Ri represente un a tome d'hydrogene ou un radical m6thyle, 
et de leurs sels d' addition, lorsque Ri represente un atome d'hydrog&ne, 
io avec une base pharmaceutiquement acceptable, 
pour l'obtention de medicaments. 

Parmi les bases pharmaceutiquement accep tables que l'on peut 
utiliser pour salifier les composes utilises selon 1' invention, on peut 
citer, & titre d'exemples et de fa$on non limitative la soude, la potasse, 
15 la triethylamine, la diethylamine, l'6thanolamine, l'arginine, la lysine, 
et la diethanolamine. 

Les composes de formule (I) ont et6 ddcrits dans la publication de 
ZHONGIETU et al. (Khim. Geterotsikl. Soedin., 1973, (1) : pages 40-W) 
comme produits de reaction d 1 indoles et d' hydroxy indole avec certains 
20 aldehydes mais aucune activite pharmacologique n'a 6t6 mentionnge. 

La demanderesse a decouvert que les composes de formule (I) 
possedaient de fagon surprenant des propri£t£s pharmacologlques trfes 
in teressantes f et qu'ils 6taient done utiles pour 1'obtentl n de 
medicaments . 



2 



2689397 



En effet, les composes utilises selon la pr£sente invent! n 
poss&Ient des propri6t6s antioxydantes trfcs importantes. Les etudes 
pharmacologiques ont notamment montr6 que les composes utilises selon la 
prSsente invention etaient doues d' activity protectrices remarquables 
dans le cadre des processus de peroxydations des lipides cellulaires et 
des lipoprotfiines de faible densite (LDL). 

Par ailleurs, les compos6s utilises selon la pr6sente invention 
pr6sentent la particularity d' avoir un puissant effet inhibiteur sur la 
biosynthfcse des prostanoides. lis poss&dent egalement un important pouvoir 
antiagregant plaquettaire. 

Les activites pharmacologiques des composes utilises selon V invention 
sont notamment trfes sup6rieures a celles du probucol, compose 
commercialism de l'art ant6rieur. 

On peut done attendre des composes utilises selon l 1 invention, qui 
pr6sentent & la fois des propri6t6s inhibi trices de la peroxydation 
lipidique, de la biosyntWse des prostanoides, et de l'agr6gation 
plaque ttaire, une action particuliferement nouvelle et b4n§fique dans les 
affections oft interviennent une peroxydation des lipides membranaires, un 
d£r£glement de la synthese des prostanoides et/ou des troubles de 
1 1 agr egation plaque ttaire . 

Les composes de formule (I) peuvent ainsi gtre utilises pour 
l'obtention de medicaments utiles dans le traitement ou la prevention des 
affections dues ou relives a des phenom^nes de peroxydation, £ des 
d6reglements de la synthase des prostanoides, et/ou a des troubles de 
1'agregation plaquettaire , dans le traitement des dSsordres isch&niques 
centraux ou p^riph6riques, des maladies inflammatoires, de la douleur, des 
maladies m6taboliques, de l'athSrome, de l'artfiriosclfirose, des maladies 
respiratoires, de l'asthme, de l'emphyseme, des maladies d'origine 
immunologique, du lupus erythemateux, des reactions allergiques, de 
certains cancers, du vieillissement c6r6bral ou pfiriphfirique, et dans la 
prevention et le traitement des dommages dus aux traumatismes chirurgicaux 
et a la reperfusion d'organes. 

La pr6sente invention a egalement pour objet les compositions 
pharmaceutiques contenant un des derives de formule I, ou un de ses sels 
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d 1 addition k une base pharmaceutiquement acceptable, seul ou en 
combinaison avec un ou plusieurs excipients inertes non toxiques. 

Parmi les compositions pharmaceutiques selon 1' invention, on pourra 
citer, a titre d'exemples et de fa$on non limitative! celles qui 
conviennent k 1' administration or ale, parentdrale, nasale, rectale, 
perlinguale, oculaire ou pulmonaire et notamment les preparations 
injectables, les aerosols, les gouttes oculaires ou nasales, les camprim6s 
simples, pellicula ou drageifi6s, les gdlules, les capsules, les 
suppositoires, les crimes, pommades, et les gels dermiques. 

La posologie utile varie selon l'Sge et le poids du patient, la voie 
d' administration, la nature de 1' affection et des traitements 
Sventuellement associ6s et s'&chelonne entre 1 mg et 200 mg par 24 heures 
en 1 a 2 prises. 

Les exemples qui suivent illustrent 1' invention et ne la limitent en 
aucune fagon. 

Exenple A : ETUDE DE L'ACTIVTTE ANTIPEROXYDANTE DES COMPOSES DE FOHKULE 
(I) UTILISES SELON L' INVENTION 

L 1 action des composes utilises selon 1' invention, susceptibles de 
pi6ger les radicaux *0H, a St6 6tudi6e d'une part, sur la peroxydation 
spontan6e des lipides et d' autre part, sur la peroxydation induite par le 
syst&ne Fe2+ - ascorbate (10 pM - 250 pM), et ce sur des homog&ats de 
cerveaux de rats. 

Lors de la mesure de la peroxydation lipidique spontanfie, les 
homog&iats de cerveau de rats sont places en presence ou en absence des 
composes i tester durant 60 minutes k 37°C.' La reaction est arretee k 0°C 
et le dosage du malondiald6hyde est effectu£ k l'aide d'acide 
thiobarbiturique. La peroxydation lipidique est d6termin6e par les 
substances rfeagissant avec l'acide thiobarbiturique exprimees en nanomoles 
de malondialdfihyde. 

Lors de la mesure de la peroxydati n lipidique induite, la 
m6thodologie est identique i celle prec6demment d6crite k V exception de 
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I'additi n k l'homoggnat du syst&ne inducteur de radicaux : Fe2* - 
ascorbate. Les substances de r£f£rence sont le probucol et la vitamine E. 

Les concentrations des composes testes inhibant de 50 % la 
peroxydation du substrat sont calcul&es. 

II est apparu que les composes de formule (I) utilises selon 
1* invention poss&dent une activity antiperoxydante particulidrement 
intense puisque, ils permettent une augmentation de plus de 100 % de 
l 1 activity antiperoxydante par rapport au probucol et de plus de 300 % par 
rapport a la vitamine E, qui est l'antioxydant naturel de l^rganisme 
humain . Ce resultat remarquable se produit que la peroxydation soit 
spontanee ou induite par un syst&ne chlmique. 

Exemple B : ETUDE DU P00V0IR PROTECTEUR DE L'OXYDATION DES LDL DES 
COMPOSES DE FORMULE (I) UTILISES SELON L 1 INVENTION 

La capacity des composes utilises selon 1" invention A diminuer les 
proportions de LDL oxydfees a 6t6 mesuree de la fagon suivante : 
On realise une incubation de 24 heures regroupant des LDL natives, un 
syst&ne Cu2+ ggnerateur de radicaux libres et les composes A tester. 

Les resultats sont obtenus apr£s analyse du milieu par une technique 
chromatographique haute performance : la FPLC (Fast Protein Liquid 
Chromatography). Le pouvoir protecteur du compost testg est d6 termini 
aprfts comparaison du chromatogranme obtenu avec celui du t&noin positif de 
reference : le probucol. 

II apparait clairement que les composes utilises selon l 1 invention ont un 
pouvoir protecteur tr&s Important et significativement sup£rieur & celui 
du probucol. 

Exemple C : ETUDE DE L'ACTIVITE MHIBITRICE DES COMPOSES DE FORMULE (I) 
UTILISES SELON L f INVENTION SUE LA SYNTHESE DE PROSTAN0IDES 

1) ETUDE DE L'ACTIVITE INHIBITRICE SDR LA SYNTHESE DES PR0STAN0IDES 
ISSUS DE U CYCLOOXYGENASE 
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Le but de cette &tude est de mesurer 1" activity inhlbitrice des 
molecules utilises selon 1* invention sur la secretion de prostaglandin 
B2 (PGE2), un des principalis prostanoides produits par la cydooxygfinase 
des granulocytes humains stimulus par 1'ionophore calcique A23187. 

5 PROTOCOLE : 

- Isolement des granulocytes hiim»in ? : 

Du sang veineux humain provenant de donneurs sains n'ayant pas pris 
de medicaments depuis 2 semaines est pr6lev£ dans des tubes en 
polypropylene contenant 1 volume d' anti-coagulant (acide citrique 2,73 %$ 
10 citrate de sodium 4,48 % t glucose 2 %) pour 10 volumes de sang. 

Dans l'heure suivant le pr61fcvement, du dextran a 6 % est ajout£ au 
sang (0,3 cm3/cm3 de sang). Apr&s une incubation de 30 mn k 37° c, le 
plasma riche en globules blancs est centrifuge a la Vitesse de 100 g 
pendant 5 ran a 4° C. 

15 Le culot est remis en suspension dans 3 cm3 de NH4CI k 0,83 % (pour 

lyser les globules rouges contaminants) et centrifuge k une Vitesse de 100 
g pendant 5 mn k 4° C. 

Le culot riche en globules blancs mono* et polynucl£s est recupere 
dans 5 cm3 de tampon phosphate (pH 7,4) de composition suivante (en mM) : 
20 137 : NaCl ; 2,68 : KC1 ; 8,1 : Na2HP04 ; 1,47 : KH2PO4 ; 0,9 : CaCl2 ; 
0,5 : MgCl2 et d6pose sur 3 cm3 d'une solution de ficoll type 400 k une 
density de 1,077. 

Aprfes centrifugation a une vitesse de 420 g pendant 30 mn k 4° C, le 
culot riche en granulocytes est remis en suspension dans 5 cm3 de tampon 
25 phosphate et centrifuge a une vitesse de 100 g, 5 mn k 4° C. Finalement, 
les granulocytes sont comptes et la density est ajustee k 3 x 106 
cellules/cm3 de tampon phosphate. 

- Stimulation des granulocytes par I'ionophore calcique A23187 : 
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Les ellules (3 x tO*> cellules/cm3) a nt pr6incubees a 37° C pendant 
15 nm en absence ou en presence des produits 4 tester 4 la concentration 
desirge. Puis les cellules sont stimulus pendant 15 nm a 37° C avec le 
A23187 4 5 X 10-6 M (solution m6re 4 10-2 M dans le DMSO). Le taux basal 
est mesurg a partir de cellules ne recevant ni produits 4 tester, ni 
A23187- 

La reaction est stopple dans la glace et le surnageant est r6cup6r6 
apr&s centrifugation 4 une Vitesse de 250 g pendant 5 nm a 4° C. 

- Dosage de PGE2 : 

La quantity de PGE2 produite est mesurSe par un test 
radioimmunologique (RIA). Une gamme d'6talonnage est effectuee dans les 
memes conditions avec des concentrations communes de PGE2. 

- Rgsultats : 

Les composes de formule (I) utilises selon 1* invention montrent de 
fagon surprenante une activity inhibitrice de la synthase des prostanoides 
issus de la cyclooxygenase tvis sup6rieure a celle du probucol. 

A titre d'exemple, 4 une concentration de 10-5 M, les composes de 
formule (I) utilises selon 1' Invention permettent une inhibition de la 
production de PGE2 de 88 % alors que le probucol donne seulement une 
inhibition de l'ordre de 40 J. 

2) ETUDE DE L'ACTIVITE INHIBITRICE SDR LA SYNTHESE DES PROSTANOIDES 
ISSUS DE LA LIPOXYGENASE 

L* activity inhibitrice sur la synthase des prostanoides des composes 
de formule (I) utilises selon l 1 invention est mesur£e sur des cellules 
polynucl6aires humaines lavees, en presence ou en absence du compost 4 
tester, apr&s activation de ces cellules par le calcium (ionophore 
calcique A 23187). 
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La production du principal prostanoide, issu de la lipoxygenase, 
produit par les cellules polynuc!6aires humaines : le leucotriene B4 
(LTB4) est mesur6e par un test radio immunologique. 

Les composes de formule (I) utilises selon V invention montrent done 
de fa$on surprenante une activity inhibitrice de la synthase des 
prostanoides issus de la lipoxygenase tr£s superieure £ celle du probucol. 

A titre d'exemple, a une concentration de 10-5 M, les composes de 
formule (I) utilises selon 1* invention pennettent une inhibition de la 
production de LTBlj. supfirieure a 95 % alors que le probucol donne seulement 
une inhibition de I'ordre de 40 f . 

CONCLUSION : 

Les Studes 1 et 2 de 1'exemple C montre que les composes utilises 
selon 1' invention possSde une intense activity inhibitrice sur la synthase 
des prostanoides. 

Exemple D : ETUDE DE L'ACTIVITE ANTI INFLAMKATOIRE DES COMPOSES UTILISES 
SELON L» INVENTION 

PRINCIPE : 

Une inflammation exp6rimentale, de nature immunologique, est 
produite en injectant dans le coussinet plantaire de la patte du rat, un 
serum anti-rat. La reaction inflammatoire se traduit par un oed&ne de la 
patte. 

Le but de cette 6tude est de rechercher I'effet anti-inflamnatoire 
de composes utilises selon !• invention dans le module d'oed&ne d'origine 
immunologique chez le rat. 

Les paramfetres mesurds sont : 

- le volume de l'oed&ne, 

- la g6nerati n de prostaglandines E2 (PGE2), 
PR0T0C0LE : 
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Les animaux utilises dans cette 6tude sont des rats miles Wis tar de 
350 4 400 g. 

- Animaux : 

On oed&me localise est produit au temps to de 1 1 6tude par une 
injection intraplantaire de 0,1 cm3 de sgrum de lapin anti-rat. 

Des animaux t&noins n6gatifs regoivent une injection intraplantaire 
de 0,1 cm3 de liquide physiologique. 

- Traitement des animaux : 

Les produits sont mis en suspension dans de la gomme arabique. 

Une heure avant l 1 induction de l'oed&oe, les animaux regoivent les 
produits, administrSs per os, par sonde oesophagienne 4 une dose comprise 
entre 3 et 30 mg/kg. 

Des animaux t&noins pos i tif 5 de meme que les t&noins negat if s 
regoivent de la gomme arabique par sonde oesophagienne. 

- Mesure du volume de l'oed&ne : 

L'oedeme est caract6ris6 par l 1 augmentation du volume de la patte, 
d£termin6e £ l'aide d'un pl&thysmom&tre & eau. 

Une mesure initiale du volume de la patte est rfialisfie avant tout 
traitement. 

Dne autre mesure est r6alisee 2 heures aprfcs 1' induction de 
l'oed&ne. 

- Mesure de la PGE2 : 

Les animaux sont sacrifi^s Juste apr&s la mesure pl6thysmom£trique* 

La region enflammee est prglevge et plac€e dans une solution a pH 
3,0 contenant 33 % de CH3CN. 

Apres homog6n6isation, les PGE2 sont extraites sur colonne dthyl C2 
(Amersham) et 6luees avec de l'acide formique methylester. 

Aprfes Evaporation sous azote, les PGE2 s nt solubilis6es rfang 200 pi 
de tampon phosphate. 
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Les concentrations de PGE2 s nt mesur6es par analyse 
radio immunologique . 

RESULTATS : 

II apparait que les composes utilises selon l 1 invention, des la dose 
de 3mg/kg, permettent une inhibition tr6s importante de volume de l'oed&ne 
provoquS et entrainent 6galement une baisse significative de la production 
de la pros tag lan dine E2» qui est un des mediateurs majeurs de 
l v inflammation. 

Exemple E : ETUDE DE LA TQXICITE AIGOE 

La toxicity aigue a ete appr6ci6e apr&s administration orale k des 
lots de 3 souris (20 ± 2 grammes) de doses croissantes (0 f 1 - 0,25 - 0,50 
- 0,75 - 1g/kg) de composes de formule (I). Les animanx ont 6t6 observes 
4 intervalles r6guliers au cours de la premiere journfie et quotidiennement 
pendant les 2 semaines suivant le traitement. 

II apparait que les composes de formule (I) sont totalement 
atoxiques. Aucun d6c6s n'est observe apres une administration d'une dose 
de 1g.kg-1. On ne constate pas de troubles apres administration de cette 
dose. 

Exemple F : COMPOSITION PHARMACEUTICS : C0MPRIMES 

Comprimes dos6s a 5 mg de 3-(3,5-ditert-butyl-4-hydroxybenzylid6nyl) 
indoline-2-one 

Formule de preparation pour 1000 comprimes : 

3-(3,5-ditert-butyl-i*-hydroxyben2ylidenyl)indoline-2-one . . . 5 g 
Amidon de bl6 6q g 



Lactose 



45 g 
0,5 g 
0,2 g 
0,5 g 



Stearate de magnesium 



Silice 



Hydroxypropylcellul se 
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REVENDICATIGNS 



1) Utilisation des composes de formule (I) : 




I 



I 

Rl 



dans iaquelle R-j represente un a tome d'hydrog&ne ou un radical mdthyle, 
5 et de leurs sels d f addition, lorsque R? represente un atome d'hydrog&ne, 
avec une base pharmaceutiquement acceptable, 
pour l'obtention de medicaments, 

2) Utilisation selon la revendication 1 de la 3-(3,5-ditert-butyl-4- 
hydroxybenzylid6nyl)indoline-2-one et de ses sels d' addition avec une base 

10 pharmaceutiquement acceptable, 
pour l'obtention de medicaments. 

3) Utilisation selon la revendication 1 des composes de formule (I) 
pour l'obtention de medicaments utiles dans le traitement ou la prevention 
des affections dues ou relives k des pbenomenes de peroxydation, k des 

15 der^glements de la synthase des prostanoides, et/ou a des troubles de 
I'agr&gation plaquettaire, dans le traitement des desordres isch&niques 
centraux ou periph6riques, des maladies inflammatoires, de la douleur, des 
maladies mfetaboliques, de l'athfirome, de l'arteriosclferose, des maladies 
respiratoires, de l'asthme, de l'emphyseme, des maladies d'origine 

20 immunologique, du lupus erythemateux, des reactions allergiques, de 
certains cancers, du vieillissement cerebral ou p£riph£rique, et dans la 
prevention et le traitement des dommages dus aux traumatismes chirurgicaux 
et k la reperfusion d'organes. 
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4) Utilisation selon la revendication 1 des composes de formule (I) et 
de leurs sels d f addition avec une base pharmaceutiquement acceptable pour 
I 1 ob tent ion de medicaments dans le traitement de l'ath£rome. 

5} Utilisation selon la revendication 1 des composes de formule (I) et 
de leurs sels d 1 addition avec une base pharmaceutiquement acceptable pour 
I'obtention de medicaments dans le traitement de l'art6rioscl6rose, 

6) Utilisation selon la revendication 1 des composes de formule (I) et 
de leurs sels d 1 addition avec une base pharmaceutiquement acceptable pour 
l'ob tent ion de medicaments dans le traitement des maladies inflammatoires. 

7) Utilisation selon la revendication 1 de la 3-(3»5-ditert-butyl-4- 
hydroxybenzylidSnyl)indoline-2-one et de ses sels d' addition avec une base 
pharmaceutiquement acceptable pour l'ob tent ion de medicaments dans le 
traitement de l'atherome. 

8) Composition pharmaceutique contenant comme principe actlf au moins 
un compose de formule (I) selon la revendication 1 ou un de ses sels avec 
une base pharmaceutiquement acceptable en combinaison avec un ou plusieurs 
excipients ou vehicules pharmaceutiquement accep tables, 

9) Composition pharmaceutique selon la revendication 8 renfermant le 
principe actif a une dose de 1 4 50 mg. 

10,) Utilisation d'une composition pharmaceutique selon la 
revendication 8 dans le traitement ou la prevention des affections dues ou 
reliees a des phenom^nes de peroxydation, a des d6rfeglements de la 
synthase des prostanoides , et/ou a des troubles de l'agr6gation 
plaque ttaire, dans le traitement des d<§sordres isch&niques centraux ou 
p6ripheriques, des maladies inflammatoires, de la douleur, des maladies 
metaboliques, de l'atherome, de l'arterioscierose, des maladies 
respiratoires, de l'asthme, de I'emphysfeme, des maladies d'origine 
immunologique, du lupus erythemateux, des reactions allergiques, de 
certains cancers, du vieillissement cer6bral ou periph6rique, et dans la 
prevention et le traitement des dommages dus aux trauma tismes chirurgicaux 
et a la reperfusion d* rganes. 
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